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PROCZDZ POUR ACCROITRZ LA PRZCOCITE D ' UNE PLANTE ZT/OU 
A3AI5SER LA TENEUR EN NITRATES STOCKZS DANS LA PLANTE 

La Dresenre invenuon concerne un procede d 'am e 1 iora ti on de 
ia precocite de piames, noiammen: ces pianres superieures. La preseme 
invenuon concerne egaJemen: un procecie d'abaissement de la reneur en 
nitrates stockes cans ies pianres, notammen: au niveau foiiaire le cas 
echean t. 

Les especes cuirivees on: un cycle de reproduction aont la 
duree hmite souvent 1 'u tihsation aans les regions sepren trionales. En effer, 
la recolze de I'espece doit pouvoir etre effectuee avant le retour de 
mauvaises conditions me teoroiogiques. Dans de nombreux exemDles, ia 
maturation des organes recoltes et des graines ne peut etre obtenue en 
temps utile et rend necessaire la recolte avant maturire. ou compromet la 
recoite. Ainsi de nombreuses especes relies que le soja ne sont cuirivees 
qu'au aessous de certaines latitudes pour cette raison. Par ailleurs des 
especes deia cuirivees en zones seprenrrionales, ou en alurude, gagneraient 
a avoir un cycle plus court pour les mercies raisons. 

On remedie classiquement a ce rype de probleme, soit en 
uniisant des conditions de culture artif icielles (culture en serre), merhode 
exploitable pour des cuirures maraicheres, sou en seiecrionnanr pour une 
precocire accrue. Un gain de precocite peut etre obtenu. soit en 
raccourcissant la duree de la phase de croissance vegetative, soit en 
accelerant 1'induction floraie, soit enfin en faciiitant la maturation des 
fruits ou graines a recoiter. En general, ia duree de la phase de croissance 
vegetative apparalt controlee par un ensemble complexe de genes, et se 
comporte comme un caractere quantitatif. II n'y a pas d'indication d'un hen 
de causahte entre cette duree et un aspect particulier du metaboiisme de 
la plante. 

Le but de la presenre est de fournir un precede permettant de 
raccoureir la duree de ia phase vegetative, et done d'obtenir un gain de 
precocite. 

On entend done, dans ia presenre demande comme dans le 
aomaine technique de la presenre invention, par "precoces" des varietes 
dont la duree entre la mise en terre de ia graine et ia recoite ulterieure 
est reduite. Une "precocite accrue" imphque une duree de la pnase de 
croissance de la plante plus breve qui conduit a une floraison et une 
maturation aes fruits ou graines a recolrer avancees dans ie remps par 
raooort a ia normaie. 



FEUILLE DE REMPLACEMENT 



WO 93/18154 PCT/FR93/00222 



Un autre out ce la pre sen re invention etai t d'abaisse'- la 
t e n e u r en nitrate ce certames pianres, noia^mer, ; a u niveau f o 1 i a 1 r e . Le 
; a 'j x eieve d e nitrates p e u t en eife: in d u i r e des r ■ squ e s pour la same a i n s i 
que des cesagrements a - j plan ces proprietes organoiepnques de certames 
5 olantes, en parricuher pour ies epinards, la iaitue, ou la carotte. C'est 
pourquoi les reneurs en nitrate, dans ies piantes comestibles, sont 
maintenant reglementees dans de nombreux pays. 

La Nitrate Reductase est une enzyme cie connue pour entrer 
en jeu dans la premiere etape de l'assimila tion ou nitrate dans les piantes. 

10 Le nitrate est la plus importante source d'azote pour ies 

piantes superieures. Le nitrate est absorbe par ies r a ones* transporte dans 
divers tissus de la piante, puis reduit en ammomaque en deux etaoes. La 
premiere etape exige i'enzyme Nitrate Reductase (NR) qui catalyse la 
reduction du nitrate en nitrite dans le cytoplasme. Dans une seconde etape. 

15 le nitrite est ensuite reduit dans ie chloropiaste par ia Nitrite Reductase. 
La reduction du nitrate est consideree comme une etape de controle 
majeure dans l'assimila tion du nitrate et elle a ere erudiee en detail chez 
les piantes superieures (Wray, 1986). La NR est un homodimere portant 
trois cofacteurs. a savoir FAD, cytochrome ^337 er un cofacteur 

20 moiybdoptenne (Campbell, 1988). 

L'introduction dans une piante du gene de la NR a ere 
proposee pour modifier les caracteristiques d'assimilation des nitrates oar 
les piantes de maniere prospective ou speculative mais sans qu'aucune 
application concrete n'ait pu etre eff ectivement trouvee jusqu'a ce jour. 

25 Dans tous les cas, l'utihsation etait toujours hmitee a la 

modulation de Tassimi iation des nitrates dans le temps, c'est-a-dire suivant 
le stade de developpement de la piante, ou dans I'espace, c'est-a-dire oour 
favoriser 1' assimilation au niveau des racmes, des tubercuies ou fohaire. 

On a decouvert de faqon inattendue que la surexpression ce la 

30 Nitrate Reductase dans les piantes transgen lques dans iesqueiles un gene de 
NR a ere introduit permettatt d'une parr d'abaisser de maniere significative 
les teneurs en nitrate stockees sous forme de reserve dans la piante et, 
d'autre part se traduisait par une precocite plus grande, avec un gam de 
precocite de germination, une croissance accrue et une floraison plus 
35 orecoce, c'est-a-dire un developpement vegetatif de la piante Dius raDice 
qui ia fan aDoutir a floraison avec une avance d'environ aeux semames par 
rapoor: aux oiantes temoms. 
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Une indicence de la sure x pression ae la Nitrate Reductase 5ur 
la orecocue est inattendue. II n'y a pas de travaux au: oortent sur ae telles 
etudes dans la htterature. Chez les cereales, une incidence evenrueiie ae ia 
quantite de Nitrate Reductase sur les rendemenrs a ete etuaiee par de 
5 nombreux auteurs (Clark, 1990). Toutefois, a I'occasion de ces etudes, il n'a 
pas ete note de relation evidente entre l'expression de i'enzyme et la 
precoci te. 

Les travaux recents de genetique n'ont pas non plus permis 
d'etabhr de relations directes entre ia quantite de Nitrate Reductase 

10 expnmee au niveau foliaire et le transport ou ie stockage du nitrate dans 
diverses especes. L'etude de mutants deficients pour i'enzyme Nitrate 
Reductase de Nicotiana plumbagimfoi ia (Saux et coii. 19S7) ou d'orge 
(Warner et Huffaker, 1939) a etabli que ces mutants accumuient du nitrate 
au niveau foliaire a un niveau comparable aux plantes temoins capables 

15 d'assimiler ie nitrate. La Nitrate Reductase n'est done pas necessaire au 
transport du nitrate. Par aiiieurs, divers travaux d'etude du contrdie 
genetique de la teneur en nitrate, realises par Ostrem et Collins (19S3) 
chez le tabac, et par Blim-Iandstra e: Eenink (19S6) chez la laitue ont 
about: a la conclusion qu'il n'y avait pas non plus de correlation nette entre 

20 la teneur en nitrate foliaire et ia quantite de Nitrate Reductase foliaire. 
Cette absence de correlation a ete expiiquee par le fait que la Nitrate 
Reductase etant elie-meme inductible par le nitrate (Crawford. 19S9). 
i'accumulation ou la reduction de la teneur en nitrate peuvent s'accom- 
pagner d'une augmentation ou d'une reduction correlative de la quantite de 

25 cette enzyme dans les tissus, par effet retroactif. Par contre, divers auteurs 
ont emis 1'hypothese que ce serait le besom de la plante en osmoticum qui 
pourrait gouverner ses caractenst lques de stockage du nitrate, et non pas 
ruuhsaiion du nitrate par la Nitrate Reductase. La reduction de la teneur 
en nitrate et ia precocite accrue des piantes qui surexpriment la Nitrate 

30 Reductase apparaissent done inattendues. 

Dans un cas comme dans i'autre, ie mecanisme et les 
justifications theoriques manquent pour expliquer ces proprietes. 
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La presente invention a aor.z pour ooiet un procece pour 
accroiire ia precoc::e c'une p:an:e e:/'ou aoaisser ia teneur en nitrates 
stockes car.s ia piante. caraciersse e~. ce c-'or mcuit une surexpression ce 
i'ep.zvme Nitrate Recuctase cans !a piante. En d'autres termes. on inouit 
5 une surexpression ce 1'activite Nitrase Reductase cans la piante. 

On entend id par "Nitrate Reductase 1 ' (NR) une definition 
fonctionne'le qui inclut toute Nitrate Recuctase capable ce ionctionner 
comme un maraueur ce selection en conferant 1'activite Nitrate Reductase 
a une cellule note ceficiente en Nitrate Reductase. Cette definition inout 
10 aussi toute Nitrate Reductase capaDle de ionctionner dans une piante 
donnee oour accroltre 1'activite Nitrate Reductase de ladite piante. Ce 
terme inclut done non seulement 1'enzyme specifique de ia piante 
specifique a traiter mais toute autre enzyme Nitrate Recuctase d'autres 
plantes, de microbes ou meme d'autres especes eucary otes. si cette Nitrate 
15 Reductase est capable de ionctionner dans les plantes a traiter. 

On entend par "surexpression" aussi bien une augmentation du 
taux d'activtte de NR par rapport au taux exprime dans une piante 
normale, qu'une deregulation de l'expression conduisant a l'expression de 
1'activite NR dans un tissu ou a un stade de developpement ou celie-ci n'est 
20 normalement pas exprimee. 

L'obtention de plantes exDnmant de facon deregulee la 
Nitrate Reductase peut etre obtenue par differentes approches : 
1) En selectionnant des mutants de la piante a ameiiorer. mutants 
surexpnmant la Nitrate Reductase : 
25 2) En introduisant par les methodes du genie genetique un gene ce Nitrate 
Recuctase eventuellement modifie de facon appropriee a ootemr la 
modification de ['expression, et de preference la surexpression de la 
Nitrate Reductase dans la piante a ameiiorer ; 
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5) En mtroduisant s i mu 1 ranemen : par les metnodes cu genje genetique un 
gene ce Nitrate Recuctase e: un gene de N::n:e Reductase eventuei- 
iemen: nociiies ae facon appropnee a obtenir la modiijcsnon ae 
l'expression. e: ae preference la surexpression aeregulee simuitanee ce 
ces deux enzymes cans ia pJante a amehorer. 
±) En iniroduisan: par ies methodes du genie genetique un gene ae 
regulation ae {'expression de la Nitrate Reductase et de la Nitrite 
Reauctase eventueilemenr modifies, de facon appropnee a ootenir la 
modification de l'expression, et de preference la sure xDressi on 
deregulee conjointe de la Nitrate Reductase et de la Nitrite Reductase 
dans la plante a amehorer. 

Ces olantes Dourront etre modifiees par ies methoaes cu seme 
genetique decrites dans ia htterature, par transformation ae cellules suivie 
de leur regeneration, ou par transformation de tissus ou de gametes. 

Dans un mode prefere de realisation du precede de Tinvention, 
caracterise en ce qu'on introduit dans ie genome de la plante un gene 
etranger codant pour la Nitrate Reductase dans des conditions permettant 
son expression. 

On entend par "gene fonctionnel codant pour ia NR" une 
sequence d'ADN codant pour un polypeptide tel que defini ci-dessus comme 
"Nitrate Reductase", iadite sequence peut done etre plus courte ou plus 
longue que la seauence codante totale du gene complet de i'enzvme. En 
parncuher, le "gene fonctionnel" pourra correspondre a une sequence 
codante parrieile a savoir depourvue des introns. 

Le gene etranger est en general un gene heterologue. 
e'est-a-dire qui provient d'un organisme d'une espece differente que ia 
cellule note, ie gene codant pour un polypeptide ord inairement non produit 
par ia plante dans ie genome de iaquelie il est introduit. 

Le gene etranger introduit dans ie genome de la plante peut 
aussi etre un gene homologue au gene endogene c'est-a-dire dont 
l'expression produit la Nitrate Reductase ordinairement produite oar ia 
Dlante. 
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Par "conditions oermeitan: son exoression", on en tend cue ie 
gene cod an: ia Nit rare Reductase es: place sous le control e c' elements 
assuran: son exoression. 

En particulier. la sequence d'ADN cod ant Dour ia Nitrate 
- Reductase est associee a une sequence regulatrice appropnee pour sa 
transcription et sa traduction (ci-apres regulon) teis que des promoteurs, y 
compris des codons start et stop, des "enhancer", des operateurs. Les 
moyens et metnodes pour identifier et seiectionner ces promoteurs sont 
bienconnus de 1' horn me du metier. 

10 Seion un autre mode de realisation, on peut se contenter 

d'agir sur la regulation au gene endogene de la Nitrate Reductase en 
modinant les genes de regulation qui contribuent a son exoression ae 
maniere a ce qu'iis induisent une surexpression de Nitrate Reductase 
endogene du fait de ces modifications, en particulier, on place le gene de 

' 5 la Nitrate Reductase sous le controie d'un promoteur heteroiogue fort 
fonctionnel dans ia plante transf ormee. 

Par ailieurs, on a decouvert seion la presente invention que ie 
promoteur endogene des genes de Nitrates Reductases de piante necessite 
ia presence de sucre pour etre active et induire i'expression de la Nitrate 

20 Reductase, ia teneur en sucre dans ia piante consntue des lors un facteur 
hmitant, en particulier aux faibles intensites lumineuses. 

Ces: pourquoi, avantageusement. lorsqu'on place ie gene de la 
Nitrate Reductase endogene ou etranger sous le contrdie d'un promoteur 
heteroiogue, de preference, le promoteur heteroiogue utilise ne sera pas 

25 dependant de la teneur en sucres. 

Ainsi, le promoteur 35S du CaMV (Kay, Chan, Daly et 
McPherson, 1987), ou ie promoteur du gene codant pour le facteur 
d'eiongation de la traduction (Curie et coil. 1991), ou tout autre promoteur 
don: le foncnonnement ne depend pas de la presence de sucre sont-iis 

30 utilises avantageusement a cet effet. De meme, de facon appropriee, des 
promoteurs inductibies par une carence en assimilats caroones derives ce la 
photosyn these pourront etre employes. 

Cest pourquoi egalement, seion un autre mode de realisation 
du procede ae ['invention, on se contente d'augmenter ia teneur en sucre 

35 dans la piante oour favonser I'expression de ia Nitrate Reductase endogene 
sans mtroduire de gene etranger. 
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Comme gene heterologue codan: pour une Nitrate Reductase, 
on peut citer en particulier aes genes de piantes. notamment dicot vledones, 
comme le tabac (Vauchere: et coil. 1989), la tomate (Daniel-Vedeie et coll. 
1989), Arabidopsis (Crawford ei coll. 1988). le haricot (Hoff, Stummann, et 
5 Henningssen, 1991) ou monocoty iedones comme Torge (KJeinhofs et coll. 
1988) et le nz (Choi, Kleinhofs et An, 1 989). 

II doit done etre bien entendu que 1'invention impiique non 
seulement l'unhsation des ADNc codant la Nitrate Reductase provenan: 
notamment de piantes. mais aussi toute sequence d'ADN equivaiente. 
10 e'est-a-dire qui differe de la sequence d' ADNc seulement par une ou 
plusieurs mutations neutres, e'est-a-dire dont ie changemen: ou la 
suDstitution de nucleotides en cause n'anecte pas la sequence onmaire ae 
la proteine resultante. 

La presente invention imphque aussi i'urihsation de sequences 
^ d'ADN complementaires aux sequences mentionnees ci-dessus, en particulier 
qui presentent une homologie suffisante avec une sequence d'ADNc 
complementaire de I'ARNm d'une Nitrate Reductase, de telle sorte qu'elles 
s'hybrideni avec ladite sequence d'ADNc a 80% dans des conditions 
strmgentes. 

2 ^ En fait, les Nitrates Reductases des differentes especes 

dicotyledones presentent une grande homologie. Ainsi, la Nitrate Reductase 
de tomate presente environ 90% d'homologie avec la Nitrate Reductase de 
tabac et la sequence d'ADN codant ia Nitrate Reductase de tomate 
presente une homologie de plus 80% (environ 81%) avec la sequence d'ADN 

23 codant la Nitrate Reductase de tabac. 

Les Nitrates Reductases sont caracterisees en particulier par 
la presence des acides amines invariants suivants (Damel-Vedeie, Dorbe, 
Caboche, et Rouze, 1989) dans la sequence codante de I'enzyme (positions 
fournies par rapport a la sequence en acides amines de la Nitrate 

30 Reductase de tabac) : 

- Sequence CAGNRRKE des acides amines 180 a 187 du domaine de 
fixation du cofacteur a molybdene de I'enzyme, 

- Sequence HPGG des acides amines 56^ a 567 du domaine cytoenrome b- 
de I'enzyme, 

35 
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- Secuence GL? ces acioes amines 67/ a 679 du domaine cy:ocnrome d. 
recuctase ce 1' enzyme. 

Les cemanoes ce oreve: 5? 283 3 3S e: EP -C9730 cecnven; 
ces secuences d'ADN codan: pour ia Nitrate Reductase ce taoac e: ce 
5 tomaie res pec ti vement. 

Leci: gene fonciionnei codant pour ia Nitrate Reductase peut 
etre introduit cans des ceiluies de piantes selon des techniques connues. On 
oourra utiiiser avantageusement cans ce cas, mais non obii gatoirement le 
regulon constitute du gene ae ia Nitrate Reductase. 
10 On peut citer, tout d'aDord. les methodes de transfer! direct 

ce genes teiles cue ia micro- injecti on directe dans des ceiiuies d'embryon 
de ia piante (Neuhaus e: Coll.. i 9 S 7 ) ou i 'eleciroporation (Chuoeau e: 
Coil., i 9 SS ) ou encore la precipitation directe au moyen de PEG (Schocher 
et Coil., 1986) ou ie bombardement par canon de particules (Mc Cabe et 
15 Coll., 1988).- 

On peut aussi infecter la piante par une souche bactenenne 
notamment d 1 Agrobacier mm tumef aciens seion une methode eprouvee 
(Scneii et Van Montagu, 19S3) ou d' Agrobacter mm rhizogenes notamment 
pour les especes recaici trantes a ia transformation (Chilton et Coll., 1982). 
20 La souche bactenenne comportera le gene codant pour ia Nitrate 
Reductase sous le controle d'elements assuranr l'expression dudit gene. La 
souche pourra etre transformee par un vecteur dans lequel est insere ie 
gene codant ia Nitrate Reductase sous ie controle d'elements assurant 
l'expression dudit gene. Ce gene sera insere par exemole dans un vecteur 
25 binaire tel que pBIN19 (Sevan, 198M ou pMON 505 (Horsch et Klee. 1986) 
ou tout autre vecteur binaire derive des piasmides Tl et Ri. II pourra aussi 
etre utilement introduit par recombination homologue dans un piasmide Ti 
ou Ri desarme. tei que pGV 3850 (lambryski et coll., 1983) avant ia 
transformation de ia piante. 
30 A titre de vecteur d'expression comprerant le gene fonciion- 

nei de ia Nitrate Reductase seion ['invention, on peut citer les vecteurs 
comprenan; une sequence d'ADN contenan: au moins une origine ce 
replication telle que des piasmides, des cosmides, des bacteriophages, des 
virus, etc. On utilisera de preference toutefois des piasmides. 
35 Lorsaue l'on introduit un gene fonciionnei codant pour une 

Nitrate Reductase cans le genome de la piante. ce sera de preference sous 
le controle de promoteur he teroiogue. 
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A rirre i ilustratif , on peui cuer a cet effer aes promoieurs 
constitutes, comme ceiui au facteur d'elongation ae la traduction (Curie e: 
coll. 199 1). aes oromoteurs tissus specn'iques comme celui ae la Data tine 
exprime dans les tuoercuies (Rocha-Sosa e: coll., 1929), ou comme ceiui ce 
5 la petite sous-unite de ia nbulose-bis-phosphate aecarbosy lase exDrimes 
dans ies feuiiles (Thomson et White. 1991), ou derives de virus vegetaux 
comme le promoteur 355 du virus de la mosaique du chou-fleur ou CaMV 
(Kay, Chan, Daly et McPherson. 1 987) ou derives de l'ADN-7 aes 
Agrobacteries ou toute source de promoteur f oncnonnel' dans la piante 
10 transformee. 

Dans les exemples ci-apres, donnes a titre purement 
liiustratif, ie gene etranger codant pour la Nitrate Reductase est derive au 
gene Nia 2 de la Nitrate Reductase du tabac decrit dans la Frgure 3 ( 
Vaucheret et coll.. 1 9 89) et le gene etranger codant pour la Nitrate 
15 Reductase est insere dans le plasmide pBin 19. 

Enfin, la presente invention a egalement pour objet des 
plantes transgeniques a precocite accrue et/ou teneurs en nitrates stockes 
reduites obtenues par le procede selon 1'invention. 

On cite comme plantes transgeniques selon 1'invention toutes 
20 plantes potageres cuitivees en serres ou en champs, et notamment le tabac. 
la laitue, l'epinard, ia carotte, ies differentes varietes de choux. 

Les caracteristiques des pia^tes exprimant de maniere 
dereguiee ia Nitrate Reductase conjomtement ou non avec ['expression 
der egu lee de ia Nitrite Reductase selon V invent ion son: un gain ce 
25 precocite de germination, une croissance accrue et une floraison plus 
precoce. 

En outre, cette expression dereguiee se tradui t par des 
caracteristiques supple men taires teiles que : 

- une baisse de la teneur en nitrate dans ies tissus de ia piante. et 
30 - de conferer aux plantes obtenues une caracteristique qui permet de les 
distinguer aisement des plantes non modifiees du fait de la sensibilite 
accrue au chlorate des plantes modifiees. 
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Le chlorate est utilise comme c e : c i i a r. ; . U n traiternent a u 
cniorate s'avere utile en orealabie a la recolte ce certaines d; antes a 
m a t ■ j r 1 1 e comme ie coton. 

Ainsi, on peut, grace au procece ce ['invention, utihser le 
5 cniorate a aes doses moms imDortanies pour mduire la defoliation ces 
planies modifiees selon l'mvennon si ce irauemen: s'avere utile. 

D'autres caractenstiques et avaniages ce la pre sen te invention 
apparaltront a la iumiere de la description detaillee du mode de realisation 
suivani. 

10 La Figure 1 reoreseme l'etude comparee de la croissance de la 

descendance du taoac transform* 3051 PBD6, cultivee in vitro. Le nomore 
moven de feuilles par plantule (Ordonnee) a ete mesure et represente en 
fonction du nomore ce jours ecouies apres le semis (Absosse). 

La Figure 2 represente la croissance en serre et floraison de 

15 plantes surexpnmant ou non la Nitrate Reductase. Ces piantes ont ete 
repiquees en serre au meme stade de deveioppement et cuitivees dans les 
memes conditions experi mentales. 

La Figure 3 represente la sequence du gene derive de Nia2 ae 
la Nitrate Reductase de tabac prive de ses introns. 

20 La Figure u represente la teneur en ions nitrate des differents 

etages foiiaires de ia lignee 30.51.2 PB D6. Les plantes ont ete cuitivees en 
champ en presence de -00 kg d'azote a l f ha. 

La Figure 5 represente la teneur en ions nitrate des differents 
etages foiiaires de la lignee 3^-2.5 B£> 16. Les plantes ont ete cuitivees en 

25 champ en presence de 400 kg d'azote a 1'ha. 

EXEMPLE 1 

Effet de la surexpression de ia Nitrate Reductase 
sur la precocite du tabac 

30 

Des genes recombinants derives du gene de la Nitrate 
Reductase ce tabac (Brevet Europeen E? 2S 3 3 3S) ont ete mitiaiemen: 
realises selon une procedure classique decrite Dar Vincentz et Caboche 
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(1991) aim de com piemen rer des mutants de N. piumbagi mfol 1a deficients 
pour la Nitrate Reductase. Ces genes sont constirues ae la maniere 
suivanie. La sequence codante de la Nitrate Reductase (ADNc derive du 
messager d'ongine Nia2) precedee ou non de la sequence 5' non traauite de 
^ ce transcrit. er suivie de sequences d'arret de la transcription denvee d'un 
des genes de la Nitrate Reductase du tabac, ou du CaMV a ete placee sous 
le controle du promoteur fort de TARN 355 du CaMV. 

Dans le present exemple, ce gene a ete msere dans un 
pjasmide vecteur binaire pBmi9 (BE VAN. 1 9 ) et introduit seion une 
IS procedure ciassique dans ie genome de tabacs industnels, vanetes P5D6 et 
BB16, par I'mtermediaire d ' Agro bacterium tumeraciens (soucne LBA ulql) 
(Hoekema et al., 19S3). La transformation a ete reaiisee par inoculation ae 
disques foljaires d'une surface moyenne de 5 cm/. Le plasmide pBin!9 
portant le gene NPTII (neomycine phosphotransferase) conferant la 
i5 resistance a la kanamycme apres transformation, ies transf ormants ont ete 
selectionnes pour leur aptitude a se deveiopper sur une dose de 100 mg/1 de 
cet antibiotique. Sur un total de 125 explants inocules pour la variere BB16. 
et 190 explants pour la vanete PB D6, le nombre de plantes transformees 
obtenues s'eleve respectivement a 10 et 28 1. Parmi ces plantes, certaines 
20 peuvent attemdre un niveau d'activite Nitrate Reductase six fois superieur 
a celui observe pour le type sauvage. Les caracter istiques de germination et 
de croissance de deux transf ormants qui surexDriment la Nitrate Reductase 
ont ete presentees ici et sont representatives. 

Etude de la croissance in vitro de la descendance du transformam 30.5 1 
Ce transformant obtenu a partir du genotype PBD6, 
surexprime approximati vemen t 600% du niveau de la Nitrate Reductase du 
temom non transforme. Sa descendance a ete recoltee et etudiee. Apres 
sterilisation en surface pendant U0 minutes dans une solution de 800 mi 
d'eau contenant un comprime de Bayrochlore de 1 ml de Teepol. puis un 
ringage par trois fois dans 800 ml d'eau sterile, les graines ont ete semees 
sur du milieu de bouturage contenant 20 mM de nitrate. 12 graines de cette 
plante, ainsi qu'un nombre identique du type sauvage ont ainsi ete cultives 
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in vitro cans ces :;jDes, puis oiaces cans ces cnamores de culture con: ia 
, orr . 3 e^a-ure es: mair.tenue a 2 5 °C e: :e cesre hy grome tr ique a 6 5 °: ; 
.'eciairase ce ces cnamores es: assure par ces tuoes :iucrescen:s type 
"oianc mdus:r;e" ?ni:ios ~GAV, assuran: une mrensue lummeuse ce 60uE 
3 m~ 2 s~\ 16 heures par jour. La Figure 1 monire aue la cescencance du 
transiorman: germe si gnihcativemen: plus precocemen: que celie cu temoin 
non iransiorme. Une moyenne etlectuee sur chaque ior reveie cue la 
cescencance de la piante transiormee germe 9 jours avan: ceile cu type 
sauvage. 

10 Etud e de la croissance de la descendance du transi'ormani prim aire 30. 1 
3S16 

Les grames issues de la piante 30.1 5316 (transiorman: 
primaire surexDnman: le gene de ia Nitrate Reductase a un niveau trois 
fois superieur au temoin non transforme) ont ete semees sur ae ia touroe et 

15 ahmentees par la solution nutritive de Coi'c et Lesainr, contenant 20 mM 
de nitrate comme source azotee. 10 plantes ont ainsi ete disposees en serre 
sous un eciairage de 16 heures par jour. 11 ressort de ieur etude (Figure 2) 
que les plantes surexprimant consn t u :i vemen t le gene de ia Nitrate 
Reductase (relies que la piante 30.1.10 prise comme exemple) voien: ieur 

20 floraison acceleree de 10 jours par rapport aux plantes du type sauvage 
(UT.2 et 30.1.9. cette dermere piante etant une piante du type sauvage ne 
surexpnmant pas la Nitrate Reductase et ne resistant pas a ia kanam yone. 
ayant segrege dans la descendance au transiorman t primaire). 

25 EXEMPLE 2 

Etude de ia sensibihte au chlorate des plantes transgemques expnmant 
constitutivement le gene de la nitrate reductase 
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Des semis en terrine ce descendants homozygotes cu 
transformant 30.5 1PBD6 ont ete eftectues paralle i emen: a aes semis 
temoins. Ces terrines ont ete arrosees avec une solution contenant 0.5 mM, 
1.5 mM, 5 mM ou 10 mM de chlorate de ootassium dix jours aores le semis. 
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au staae deux ieuilles. AJors que ies oiantes temoins manuesren: ies 
symptomes ce chlcrose puis de Druiure rohaire caractens 1 1 cues ce i'e^e: 
cu chlorate uniquement aux coses de 5 e: 10 mM. ies piantes transgemques 
son: ruees ces la acse Ja olus faible de chlorate emolovee (0.5 mM). 

EXEMPLE 3 

Effet de la surexpression de la Nitrate Reductase sur la teneur foliaire 
en nitrate chez Nicotiana plumbaginif olia 

La sequence codante de la Nitrate Reductase (ADNc aenve cu 
message- d'origine Nia2) precedee de Ja sequence 5' non traduite ae ce 
transcri:, e: suivie ae seauences d'arrer de la transcription denvees cu gene 
Nia2 de la Nitrate Reductase cu tabac a ete piacee sous ie ccntroie cu 
promoteur fort de TARN 355 du CaMV. Dans le present exemple, ce gene a 
ete insere dans un plasmide vecteur binaire pBml9, et introduit cans ie 
genome du mutant E23 de Nicotiana plumbaginifolia deficient pour ie gene 
de structure de la Nitrate Reductase selon une procedure cJassique decrite 
dans l'exemple 1. Un transiormant, CI, exprimant une activue Nitrate 
Reductase de 29 nM de nitrite par minute et par mg de protemes totaies, 
soit 17S% du temoin sauvage a ete etudie. Des plants de Nicotiana 
plumbaginifolia sauvages ou du transiormant CI ont ete cultives en serre. a 
i'LN.R.A. de Versailles au cours de l'automne 199C. 

a) Au cours du premier essai (7/09 au 7/11/90), les piantes ont 
ete placees sur un melange tourbe/argile et arrosees 2 fois par 2- h par 
une solution nutritive complete mtroco-ammoniacale (^30 ml par piante et 
par jour), contenant son 10,2 mM de nitrate et 1,S mM d'ammonium soit 
15,3 mM de nitrate et 2 T 7 mM d'ammonium. L'eclairement naturei a ete 
compiemenie par un eclairage d'appoint assurant de 1'ordre de i 00 mmoi 
m s PAR pendant 16 h (iampes phy tociaude). La recoite a eu lieu au 
stade debut floraison. Des analyses ont ete pratiquees sur piantes prises 
au hasard parmi les 28 piantes cultivees, par genotype et par tvpe de 
condition de culture. 
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b) Au cours au seconc essai (25/1C790 au 30/01/91). ies olar.tes 
on: ere place es sur saole jnerie e: arrcsees routes les 15 minutes pencan: 
2- h. par une soiuucn nutritive complete (9,6 i par plante e : oar jour) 
contenant soit i m\l ae nitrate seul. so:: 12 m.Vt ae mt-ate seul. 
^ L 'eel a ire men : naturel a ete compiemenre par un eciairage c'appoin: 
ldentique a celui de I'essai precedent mais pendant 12 h. Les piantes ont 
ete recoitees au stade rosette, les analyses ont ete pratiauees sur un 
ecnantillon moyen regroupant - piantes prises au nasard parm: ies 1- 
piantes cultivees, par genotype et par type de condition de culture. 
10 Les analyses pratiques apres recoite montrent les tendances 

suivantes (voir tableau ci-joint) : 

1) La teneur en nitrate est oeaucoup plus faioie cnez ies 
piantes transi'ormees que chez les piantes temoins (de -30% a -70%) ; 

2) La teneur en azote reduit est plus elevee chez les piantes 
15 transi'ormees. 11 est a noter qu'il existe un seuil maximal correspondan t a 

^,5% d'azote reduit chez tous ies types de piantes quel que soit ie type ce 
nutrition azotee ; 

3) La teneur en azote proteique est la meme chez les piantes 
transi'ormees et temoins ; 

20 u) La teneur en azote total cnez les piantes transi'ormees est 

iegerement plus faible que chez les piantes temoins ; 

5) Le type de nutrition azotee (en quantite et en qualite) 
modifie la teneur en composes azotes par plante mais ne sembie pas avoir 
d'efiet sur le comportement general des piantes. 

25 En conclusion, les piantes tranformees accumuient beaucoup 

moins d'azote sous forme nitrique que les piantes temoins. Les piantes 
transi'ormees accumuient i'azote sous forme reduite. Cet exces d'azote 
reduit interne pourrait etre Tune des causes de la plus forte teneur en 
matiere seche (M.S.) ainsi que de la moindre production de biomasse tralche 

30 et seche (de -15% a -30%) observees chez ies piantes transi'ormees. 
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EXEMPLE k 

Role du sucre dans J'expression de la Nitrate Reductase 

Des plantes ae Nicotiana piumbaginifoha sauva^es e: CI 
identiaues a ceiles decntes dans 1'exernpie 3 oni ere repiquees au stade - 
5 feuilles, cuinvees xrois semaines en serre, a f'l.N.R.A. de Versailles au cours 
de I' autocrine I99G dans un terreau arrose par une solution nutritive 
complete nitroco-ammoniacaJe, con tenant 12 mM de nitrate et 2 m\l 
d'ammonium. Les plantes ont ete transferees dans une chambre de culture 
pendant 6 jours et soumises a une photopenode de 16 neures a 25°C, avec 
1" un eclairement de 130 mE m'V 1 PAR pendant 16 h (lampes phytoclaude) 
suivi de S heures d'obscurite a 16°C. Les plantes ont ensuite ete placees a 
i'obscurite durant 72 heures, tout en restant ahmentees par la solution 
nutritive. A ce stade. des analyses ont ete pratiquees sur les feuilles de u 
plantes prises au hasard par genotype temoin ou CI. Le niveau de transcrit 
1 ^ Nitrate Reductase a ete mesure par la methode de northern (Thomas. 1980) 
dans ces feuilles. Cette quantite de transcrit decrolt d'un facteur 20 a 50 
dans les plantes temoins placees a I'obscurite, alors qu'elle decrolt 
seuiement de 50% dans les plantes CI, placees dans les memes conditions. 
Les feuilles prelevees sur ces plantes temoin, maintenues a I'obscurite et 
20 dont le petiole est plonge durant quatre heures dans une solution de 
conservation (Chlorure de potassium UQ m M, et chlorure de calcium 10 mM) 
contenant 0.2% de glucose accumuient a nouveau du transcrit Nitrate 
Reductase a un niveau approximatif de 25°-o par rapport aux conditions 
initiaies precedant le transfer: a I'obscurite. Par contre, cette accumulation 
25 p'est pas observee pour des feuilles temoins maintenues a I'obscurite dont 
le petiole est plonge dans la solution de conservation sans glucuse. Dans les 
plantes CI, le niveau de transcrit Nitrate Reductase reste eieve aux 
diverses etapes de I'expenence, montrant que la reduction du niveau de 
transcrit Nitrate Reductase dans les plantes temoins ne resulte pas d'un 
30 ralentissement general du metabolisme du a la carence en sucre. La teneur 
en sucre apparalt done comme un signal important pour l'expression du 
gene non modifie de la Nitrate Reductase, et peut done constituer un 
facteur limitant de cette expression aux faibles intensites lumineuses. 

35 
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EXEMPLE 5 

Effet de ia surexpression de ia Nitrate Reductase sur la teneur foiiaire en 

nitrate chez Nicotiana tabacum 

5 Au cours d'un essai, les pi antes ont ere disposees en 

trois blocs, comprenant chacun 8 parcelles de 48 plantes 
ayani regu pour apport en azote des doses de 200 ou 400 
kg par ha. Les plantes ont ere eciiaees apres la florai- 
son . Le plan d ' experimentation par bloc a ere determine 
10 alearoirement , er 10 pieds par parcelle , pris au hasard, 
onr fait l f objet de caracterisarions chimiques . 

Methodes de dosage 

1 5 Ions nitrate 

Le dosage est realise sur un appareil a flux continu de type Techiucon autoanaivser AA II 
C. 500 mg de tabac lyophilise sont disposes dans 120 mi d'eau et agues pendant 30 mm. 
La suspension est filtree apres que le volume ait ete ajustc a 200 mi. L'echantillon preleve 

2 0 est reduu en ions mtnte sur une colonne de cadmium puis est melange avec du reacrif de 

.Gness (sulfanilamide 10 g/1 ; acide phosphonque concentre 10% ; N-naphtyl-ethylene- 
diamine 0.5 g/1). Apres coloration, la densite opuque est lue a 560 nm et la teneur en ions 
nitrate est determines par reference a une gamme etalon realisee a Taide de nitrate de 
potassium. 

25 

Ions nitrite 

Les teneurs en ions mtnte sont evaluees de maniere analogue a celie utiiisee pour le 
dosage des ions nitrate sur un appareil de type techrucon autoanalyseur AA II. 500 mg de 
poudre de tabac sont disposes dans 50 ml de solution d'extracnon (KC1 1% ; 

3 ° sulfanilamide 0J>% ; triton X 100 0,2%) et agites 30 min. La solution est filtree sur papier 

Whatman, 10 ml du filtrai sont alors mis en presence de 500 mg de charbon actif aim de 
decolorer les extraits de tabac. L'echantillon est alors colore par le reactif de Gness deem 
precedemmenL L'absorbance est lue a 560 nm et la teneur en ions mtnte est determine? 
3 5 pax reference a une gamme £ talon. 
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A /f^£ total 

_a mineralisation ue ;u matiere orgaruque esi reuhsee c^ms un four a ia LemDerarjre Je 
42U°C. 5<'X) m2 de ooucre de tabac son: digeres par 15 ml d'acide suifunque concentre 
en presence de 1 2 de cataiyseur eomprenam du selenium (0.2 pamej. du sulfate de 

5 cu;vre < I paruej ei du suiiate de potasse ( 1 parue). Apres 1 h dans je lour, ('azote pa>se 
sous forme de sulfate d* ammonium. 50 mi d'eau sont aiors ajoutes et rammonuaque 
forme est libere par un exces de iessive de soude a 30%, puis disulle par entrainement a la 
vapeur dans un appareil semi-automauque Tecator. L'ammoruaque est recueillt dans 20 

10 ml d'acide bonque a 2% et utre avec de 1'aade sulfunque 0.05 N. 

Les analvses apres recolte montrem les tendances suivantes (voir figures 4 e: 2 , = - 
tableau 2) : 

1) Chez le type sauvage, I'effet d'une fone dose d'azote (400 kg/ha) est tres net 
15 suriacroissance. mais les 10ns nitrate, malgre 1 ecimage. restent stockes dans les feuilles 

{ tab!) . L'accumulauon d'lons nitrate est d'autant plus imporianie chez BB 16, que cette 
vanete est un mutant deficient chlorophyliien. 

2) La teneur en 10ns nitrate des cuners, representative de Faccumulation chez le 
2Q tabac. baissent significanvement de 389c pour un tel apport en azote, alors que la baisse 

pour la lignee 34.2.5 BB 16 attemt 28%. Chez la lignee 30.51.2 PB D6 IfxgA) . ces 
diminunons s'etalent selon les etages foliaires de 1 19c a 75% pour une baisse globaie de 
36%, alors que pour la lignee 34.2.5 BB 16 (fzg.5) , ces bosses varient de 26% a 39% 
pour une valeur globale de 33%. La diminution de la quannte d'lons nitrate accumulee 

2 5 dans la feuille est toutefois plus imponante chez la lignee 34.2.5 BB 16 que chez la lignee 

30.51.2 PB D6. ceue vanete accumulant reiauvement peu les 10ns nitrate. 

3) Les 10ns niirite s'ils sont nombreux dans les feuilles hautes chez la lignee 
34.2.5 PB Do. dimmuent dans les feuilles de la base (tab. 2) . D autre pan, chez ia lignee 

3 0 30.51.2 PB D6. Tepuisement des 10ns nitrate semble etre a Tongine de la baisse des 10ns 

nitnie. L'accumulaoon previsible d'lons rutnte consecuuve a la deregulation du gene de ia 
NR est done iimitee, et a tendance a s'estomper a matunte. 

4) L^inchesse en azote des feuilles depend directement de 1" apport en azote initial. 
, - mais on peut remarquer que chez les individus irangeniques. Implication de la dose la 
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dills Tone (400 k2 d "azoic ha i est sans ei'fei signiricaui" sur la leneur en azote total [tab. 
2 ) -Ce n'est seuiement que sur la dose ia pi as lajbie (200 kg d'azote/ ha) que Ton observe 
une dilTerence [iiib2\ .La hausse de la teneur en azote total, qui est pius lone dans les 
leuilles de icie. se Hmite a \9^c pour la hgnee 30.51.2 PB D6 et 319c pour ia hgnee 
34.2.5 BB 16. Bien que ce bilan sou limue aux feuilles. il semble tout de mcme que 
I* absorption d'azote sou pius impononte. 

En conclusion, les plantes transformees accumulent moins d'azote sous lorme 
ruuique que les plantes temoins. L'assimiiauon de 1 'azote chez ies plantes transformees 
est pius efficace. et elles accumulent r azote sous forme reduute. 



Tableau 2 .Teneurs en composes azotes des diffe rents etages foliaires. 



1 5 



20 



30 







Nl = 


200 kg d'azote.- ha 




N2 = 


400 leg d'azote/ ha 






NOy 




azote total 




NOy 


NO2' 


azote tom 






de Xf.S.1 


( ppmt 


de M.S.) 




(<*, de M.S. J 


( ppm) 


(% de M.2 


WT PB D6 


Tiie 


0.07 


70 


2.18 




1.12 


42 


3.4-L 




Median 


0.08 


121 


2.08 




2.84 


87 


3.48 




Cuners 


0.21 


106 


1.76 




2.29 


154 


2.76 




Basse 


0.24 


276 


158 




1,88 


214 


2.76 


30.5 J. 2 


Tiie 


0* 


48 


2,60* 




0,2i x 


59 


3.7S 




Median 


0.05' 


96 


234 




254 


88 


3 45 




Curlers 


0.10* 


195 


2.01 




1.27 


75* 


3.1" 




Basse 


0.1?* 


216 


1.71* 




1.68 


2^9 


2.68 




WT BB 16 


Tite 


034 


50 


330 




2.46 


47 


473 




Median 


0.46 


93 


2.81 




3.4a 


127 


4.52 




Cuiters 


1.08 


108 


2.73 




4.69 


147 


4.29 




Basse 


1.49 


276 


2.60 




7.18 


302 




34.2.5 


Tire 


0.65 


75 


431" 




1.81* 


63 


4.89 




Median 


0.84 


143 


336 




2.11* 


137 


4.52 




Cuners 


0.90 


182 


336* 




337* 


183 


4.40 




Basse 


1.72 


207 


2.90 




439* 


253 


5.9^* 



* Effet significanf au setnl de 5% (test cic Duncan) 
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EXEMPLE 6 

Production de laitues (Laciuca sativum) transf orrnees 

La teneur en Nitrate dans la lairue est tres eievee e: deoasse 
5 les niveaux acceptables pour la consomma tion si i 'eciairemen t naturei ae la 
culture est limite, comme c'est le zas dans les serres penaant 1'automne. 
1'hiver et le printemps. 

Line soucne d'Agrobacterium tumefaciens (LBA---0-) con- 
tenant un plasmide vecteur mnaire derive de pBin]9 (p5C5L16). contenan: 
10 ie gene de la Nitrate Reductase de tabac et le gene nptll (neomycine 
phosphotransferase) a ete utiiisee pour la procuction de i'etude trans- 
formee. Le gene de tabac etait place sous le controie cu meme promoter 
355. Les constructions utilisees sont identiques a celies ce l'Exempie I. 

Quatre varietes de laitues de serre (Flora. Cortina. Luxor et 
15 Evoia) ont ete utilisees pour les experiences de transformation. Apres une 
culture des expiants blesses et des Agrobactenes (cf. Michelmore et al. Pi. 
Cell Rep. 6:^39 (1987)), plusieurs bourgeons ont ete regeneres par 
caiogenese sur une culture selective (100 mg/1 de kanamycine). On a verine 
l'etat transforme des bourgeons mdependants par un dosage de 1'activite 
20 npt II. Plusieurs des plantes transf orrnees ont ete ensuite transferees dans 
une serre. 

Etude de 1'activite Nitrate Reductase et de la teneur de nitrate ioliaire 
chez la laitue transformed (generation Ro) 

25 

Les plantes transformers ont ete elevees dans une serre dans 
des conditions favorables. Parmi les plantes, on observe des phenotypes 
variables. 

Trois semaines apres le transfert a la serre, ies plantes ont 
30 ete ombragees (appro ximativement 1.000 lux) pendant deux jours. Ensuite. 
des echantillons de feuiiles (disques de 2 cm de diametre) ont ete preleves 
pour une de term l na tionde 1'activite Nitrate Reductase selon une methode 
connue (c:. Blom. Zandstra, Lamo Plant. Nutr., n° 6-611 C i 9S3)). Le tableau 
3 montre que. parmi les 10^ plantes transf or mees, environ I 3 c c montren: 

35 
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une activite ires elevee en Nitrate Reductase (plus de ^00%) en, comDa- 
raison avec des piantes temoins regenerees in vitro. Pour une vingtame de 
trans formants primaires. la teneur en nitrate a ete mesuree seion une 
procedure classique decrite par Sen Donaldson (j. Assoc. Off. Anal. Chem. 
5 6J_ : 1389 (1978)). 

En general, la teneur en nitrate etait reduite de pres de 50?o 
chez des piantes avec une activite Nitrate Reductase tres eievee. Pour ia 
plus grande part. 1'activite npt II etait tres elevee dans ces piantes. 

0 TABLEAU 3 : Nombres de piantes de laitue transgenique pnmaire (Ro) et 

son activite Nitrate Reductase (NR) mesure m vivo 



20 



Genotype 




Nombre de Dlantes avec une activite 


NR (i) 


200% 


200-U00% 


^00% 


Total 


Flora 


1 1 




5 


i 


17 


Luxor 


2k 




9 


7 


^0 


Cortina 


8 




3 


2 


i 3 


Evola 


24 




7 


3 


3^ 


Total 


67 




2U 


13 


I 0^ 



(1) Activite relative en comparaison avec le niveau des temoins non 
transf ormes. 
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La Figure 5 reoresente une sequence idenrif lee com me 

ci-dessous : 

Type de sequence : Nucleotide et sa proteine correspondanre 
5 Longueur de la sequence : 3^57 paires de bases 
Nombre de brins : simple 
Configuration : hneaire 

Type de molecule : ADN complementaire (ADNc) 
ORIGINE 

1 ^ Organisme : Plante, N icon ana tabacum 
Source experimental : f euilles 

Norn de la lignee : \'. tabacum cv. Xanthi XHFDS 
CARACTERI5TIQUES 

de 1 a 1^3 paires de bases : sequence 5' non traduite (leader) 

de 1^- a 2S55 paires de bases : sequene codanre pour 1'apoenzyme nitrate 

reductase 

de 2856 a 3^57 paires de bases : sequence 3 1 non traduite 
PROPRIETE5 

ADNc du messager codant pour l'apoenzyme de la nirrate reductase 

20 
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REVINDICATIONS 

1. ? r ocece Dour accroltre ;a D:ecoc;:e d :, jne oia.nte 
abaisser ia reneur en nitrates 5 : ock es car. 5 ia piante. caractense 

5 qu'on mduit une surexpression de ia Nitrate Reauctase dans ia p.ai 

2. Procede seion ia revencicati on i caractense en ce qu'on 
introduit dans ie genome ae ia piante un gene etranger codant Dour ia 
Nitrate Reductase dans des conditions permettant son expression. 

3. Procede seion i'une des revendications i ou 2 caractense 
10 en ce que ie gene codant pour ia Nitrate Reauctase provient d'un ADNc ce 

piantes dicoty iedones codant pour la Nitrate Reauctase. 

~. Procede seion I'une des revendications 2 ou 3 caractense 
en ce qu'on infecte des explants par une soucne d 1 Asroba ct erium 
tumefaciens ou Agrobacter mm Rhizogenese transformed par un plasmide 

15 dans iequel est insere ledit gene etranger codant pour ia Nitrate Reductase 
place sous ie controie d'eiements assurant ''expression ducit gene. 

5. Procede seion i'une des revendications 2 a ^, caractense en 
ce que le gene etranger codant pour la Nitrate Reductase est insere cans 
un piasmide derive du plasmide de Ti ou Ri. 

20 6. Procede seion Tune des revendications 2 a 5. caractense en 

ce que Ie gene etranger codant pour la Nitrate Reductase est piace sous ie 
controie d'un promoteur heterologue fonctionnel dans la piante trans- 
form e e . 

7. Procede seion Tune des revendications 2 a 6 caractense en 
25 ce que le gene etranger codant pour la Nitrate Reductase est den\e du 
gene Nia 2 de la Nitrate Reductase du tabac. 

S. Procede seion i'une des revendications 2 <± 6 caractense en 
ce que le gene etranger codant pour ia Nitrate Reductase est place sous le 
controie du promoteur de TARN 35S du Ca MV. 
30 9. Procede seion i'une des revendications 2 a S caractense en 

ce que le gene etranger codant pour la Nitrate Reductase est insere dans le 
plasmide oBm 19. 
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10. Piante a precocite accrue obienue par le precede selon 
i'une des revendications 1 a 9. 

11. Piante a teneur en nitrates stockes reduite obrenue oar le 
precede selon Tune des revendications 1 a 9. 

5 12. Piante selon la revendicauon 10 ou II caracierisee en ce 

qu'il s'agit d'une piante choisie parmi le tabac, la lairue, J'epinard, la 
carotte, ou les choux. 
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j A 3 C . Z. ~ - wwCAAACAoA A^A-nwAAAAT CAAATCTCoG AG AG AG AG AG AG AG AAA TAT 5 9 

TTTGAGAGAG AAATACAGAA AATGTCTCTT CCTTCTTTCC TTTTTTTTTC AATCCGGATT 119 

CAC A - - - - Aw AA, _ A A - — _ _~ o*wA » C - w* . C _jAA AAC AGG CAG 17 0 

Me: A - a Ala Se: V a 1 Glu Asr. Arg Gin 9 

- - — Aw_ „. . A _-A- \ jw»- jw. _ TA TCw Coo TwT TTG AAG CGG CGG 213 
Pne Se: His leu Glu Ala Gly la u 5er Arg 5e: Pne lys Pro Arg 24 

TGT o-AT TCC CCG GTT CGT GGC TGC AAC TTC CCT CCG CCC AAC AGT 2 50 

Se: Asp Ser Pro Val Arg Gly Cys Asn ?he Pro Se: Pro Asn Ser 3 9 

ACT AAT TTC CAA AAG AAA CCA AAT TCC ACC ATT TAC CTT GAT TAG 305 

Tnr Air. Phe Gin lys lys Pro Asn Ser Thr lie Tyr leu Asp Tyr 5^ 

- — — AGT GAA oAw uA^ GAT GAT GAT GAC GAA AAA AAT GAG TAC 35C 
Ser Ser Ser Glu Asp Asp Asp Asp Asp Asp Glu lys Asn Glu Tyr 6 9 

„ . . „AA ATG ATT AAA AAA GGG AAT TCA GAG TTA GAG CCA TCT GTT 3 9 5 

leu Gin Me: lie lys lys Gly Asn Ser Glu leu Glu Pro Ser Val 3 4 



Fl 



-i -t \j 



CAT GAC ACT AGG GAC GAA GGT ACC GCT GAT AAT TGG ATT GAA CGC 
His Asp Thr Arg Asp Glu Gly Thr Ala Asp Asn Trp lie Glu Arg 9 9 



AAC TTT TCC ATG ATT CGT CTC ACC GGA AAG CAT CCA TTT AAC TCC 43 5 

Asn ?he Ser Met lie Arg leu Thr Gly lys His Pro Phe Asn Ser 



GAA CCA CCG TTG AAC CGG CTC ATG CAC CAC GGC TTT ATC ACA CCG 330 

Glu Pro Pro Leu Asn Arg Leu Me: His His Gly Phe lie Thr Pro 12 9 

oTC CCA CTT CAT TAC GTT CGT AAC CAT GGA CCG GTT CCC AAG GGC 5 7 5 

Val Pro leu His Tyr Val Arg Asn His Gly Pro Val Pro Lys Gly 144 

ACG TGG GAT GAC TGG ACC GTG GAA GTC ACG GGA CTA GTG AAG CGT 6 2 3 

Tnr Trp Asp Asp Trp Thr Val Glu Val Thr Gly Leu Val Lys Arg 159 

CCT ATG AAA TTC ACA ATG GAC CAG TTG GTT AAC GAA TTC CCT TGT 6 65 

Pro Me: Lys Phe Thr Met Asp Gin Leu Val Asn Glu Phe Pro Cys 174 

AG A GAA TTG CCC GTT ACG CTT GTT TGT GCT GGC AAT CGA AGG AAA "13 

Arg Glu Leu Pro Val Thr Leu Val Cys Ala GJ.y Asn Arg Arg Lys 13 9 

GAA CAG AAC ATG GTT AAA CAA ACC ATT GGT TTC AAC TGG GGC GCC 75 5 

Glu Gin Asn Met. Val Lys Gin Thr He Gly Phe Asn Trp Gly Ala 2 04 

GCT GCC GTT TCA ACA ACG ATA TGG CGC GGG GTA CCC CTC CGC GCT 3GC 

Ala Ala Val Ser Thr Thr lie Trp Arg Gly Val Pro Leu Arg Ala 213 

TTG CTA AAA CGG TGC GGT GTT TTT AGC AAG AAT AAA GGG GCG CTT 3 4; 

leu leu Lys Arg Cys Gly Val Pne Ser Lys Asn Lys Gly Ala Leu 224 

AAT GTT TGC TTC GAA GGA GCT GAT GTG TTG CCC GGA GGT GGT GGT 3 90 

Asn Val Cys Phe Glu Gly Ala Asp Val Leu Pro Gly Gly Gly Gly 249 

TCA AAG TAT GGA ACC AGC ATT AAG AAG GAA TTT GCA ATG GAT CCA j - - 

Ser Ivs Tvr Glv Thr Ser lie Ivs Lvs Glu Phe Ala Met. Aao Pro 264 
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j * A GCC - AC A - G CAu AAC u^jA GAA AAA TTG 9 3 C 

/al A^a Tyr Me- Gin A 5 r. Gly Gi- Lys Leu 27; 



v_ a Pro As c r.z s G 1 v Phe Pre Va 1 Arg Me t 



iTA ATT CCA GuA TTC 102o 



■ ^: A 3 ~- A. A G A A T ~: G T G .AAA T G G ATA AA Aov; - . A* A ^ * w A i _ ^ 
;iv G.v Aro Me. 7a 1 Lys Trp lie Lys Arg lie lie Val Th r 



G _ n 



GAA TCA oAC AGC TAT TAT CAT TTC AAG GAC AAT AGA GTT 1115 

Giu Ser Aso Ser Tyr Tyr His ?he Lys Asp Asn Arg Val 52 4 

CCC CAT GTT GAT GCT GAA CTT GCA AAT ACC GAA GCA TGG 115C 

Pro His Val Asp Aia Giu Leu Ala Asn Thr Giu Aia Trp 33 9 

AG TAT ATC ATC AAT GAG CTT AAT ATT AAC TCT 12 Or 

Tvr lie lie Asn Giu Leu Asn lie Asn Ser 354 



T :n Tvr Ivs Pro Giu 



CCG TGT CAT GAA GAA ATT TTG CCA ATT AAC GCC 12 5 C 

Pro Cys His Giu Giu lie Leu Pro lie Asn Aia 3c: 



. GG ACG ACT CAG CGA CCT TAG ACG TTG AGG GGC TAT TCT TAT TCT -29- 

Trp Tnr Thr Gin Arg Pro Tyr Thr Leu Arg Gly Tyr Ser Tyr Ser 334 

GGC GGA GGG AAA AAA GTA ACG CGA GTA GAA GTG ACG TTG GAT GGA 13 40 

Gly Gly Gly Lys Lys Val Tnr Arg Val Giu Val Thr Leu Asp Giy 3S9 

GGA GAA ACA TGG CAA GTT AGC ACA CTA GAT CAC CCA GAG AAG CCC 13 3 5 

G.y Giu Thr Trp Gin Val Ser Thr Leu Asp His Pro Giu Lys Pro 414 

ACC AAA TAT GGC AAG TAC TGG TGT TGG TGC TTT TGG TCA CTC GAG 143C 

Tnr Ivs Tyr Giy Lys Tyr Trp Cys Trp Cys Phe Trp Ser Leu Giu 42 9 

GTT GAG GTG TTA GAC TTG CTC AGT GCT AAA GAA ATT GCT GTT CGA 147 5 

Val Giu Val Leu Asp Leu Leu Ser Aia Lys Giu lie Aia Val Arg 44 4 

GCT TGG GAT GAG ACC CTC AAT ACT CAA CCC GAG AAG CTT ATT TGG 152 0 

Ala Trp Asp Giu Thr Leu Asn Thr Gin Pro Giu Lys Leu lie Trp 45 9 

AAC GTC ATG GGA ATG AT G AAT AAT TGC TGG TTC CGA GTA AAG ATG 1 o z z 

Asn Val Me: Gly Met Men Asn Asn Cys Trp Phe Arg Val Lys Met 47 4 



3 TGC AAG CCT CAC AAG GGA GAG ATT GGA ATA GTG TTT GAG 
Asn Val Cys Lys Pro His Lys Gly Giu lie Gly lie Val Phe Giu 



ACT CAA CCT GGA AAC CAA TCA GGT GGA TGG ATG GCG AAG 



His Pro Thr Gin Pro Giy Asn Gin Ser Giy Gly Trp Met Aia Lys 50 4 

GAG AGA CAT TTG GAG ATA TCA GCA GAG GCA CCT CAA ACA CTA AAG - / 0 C 

Giu Arg His Leu Giu lie Ser Aia Giu Ala Pro Gin Thr Leu Lys 5 19 

AAG AGT ATC TCA ACT CCA TTC ATG AAC ACA GCT TCC AAG ATG TAC 17 4 5 

Lys Ser lie Ser Thr Pro Phe Met Asn Thr Ala Ser Lys Met Tyr 



3 (2eme Dlanche) 



.CC A_G TGG GAG GTG AGG AAA CAC AGC TCT GCT GAC TCT GCT TGG - ' 9 0 

Ser Met Ser Giu Val Arg Lys His Ser Ser Ala Asp Ser Aia Trp 549 

ATC ATA GTC CAT GGT CAT ATC TAT GAC GCC ACG CGT TTC TTG AAA 1335 

lie lie Val His Gly Hi.3 lie Tyr Asp Ala Thr Arg Phe Leu Lys 5 64 



CCT GGT GGG ACT GAC AGC ATT CTC ATC AAT GCT GGC ACT 13 30 

Asp His Pro Gly Gly Thr Asp Ser He Leu He Asn Ala Gly Tnr 579 
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GAG GAA 777 GAC GCA A77 CAT CCC oAT AAG GC . AAG 192 5 



Aso Cys 



- - 



?ne Aso Ala :is His 5er Asp lys Ala Lys 594 



37 GAA C7C A7A ACT AC7 GG * 1970 



Cvs :eu leu Glu Asp ?ne Arg lie 



i. v G-u —eu 



Glv 609 



7 v r 



Ser Asp 5e: Pro Gly Asr. 5er Vai His Giy Ser Ser Se: 



CAC GGA 7CT 7C7 7CC -Ho 

524 



77C AGC AGC 777 - .-i o^-r>. ww- 
?ne Ser Ser ?ne leu Ala Pro 

AGG AG7 C-7G GCC CTA AT . ~w 



AAG GAA C77 GTT CCA GCG CAG 2 0 60 

Lys Glu leu Vai Pro Ala Gin 639 

AGA GAG AAA ATC CCA TGC AAA C7C 



Arg Ser Vai Ala leu Zle Pro Arg Glu lys He Pro Cys 



2105 

Lvs leu 654 



GAC AAG CAA 7CC A7C 7CC CAC GA7 G7T AGG AAA 777 CGA 777 
Aso lvs Gin Ser lie Ser His Asp Vai Arg lys ?he Arg ?he 



CAC 



3 * VJV^ - 



. s lie Phe Lev 



Cys Ala Vai lie Asp Asp Lys Leu Cys Met. Arg 



CAA GTC ATG CAG GCA ATT CTG AAA GAT CCA GAA GAT GAC ACA GAA 
Gin Vai Met Gin Ala lie Leu Lys As? Pro Glu Asp Asp Thr Giu 

ATG TAT GTG GTG TAT GCT AAC AGA ACA GAG GAT GAT ATT TTA CTT 
Met Tyr Vai Vai Tyr Ala Asr. Arg Thr Giu Asp Asp lie Leu Leu 

AAG GAA GAG CTT GAT TCA TGG 3CT GAG AAA ATT CCA GAG AGG 377 
Lvs Glu Giu Leu As? Ser Tr? Ala Glu Lys lie Pro Glu A-* Va. 



. _ z u 
6 6 9 



GCA " — G CCC TCT GAG GAT CAA GTC 77G GGC TTG CCT GTT GGA AAA 219 
Xia Leu Pro Ser Giu Asp Glr. Vai Leu Giy Leu Pro Vai Giy Lys 08 

^77 GAC GAT AAG CTC TGC ATG CGC 



1 c 
6 9 9 



GAG 22 3 5 

714 



-'— "AC A--G CCT ACT AGC ACG ATC GAT GAG GTG GGG TAC T 
Xla Tyr 7hr Pro Thr Ser Thr lie Asp Glu Vai Gly Tyr ?he Glu 

~G G~T GTC AAG ATA TAC TTC AAA GGA ATT CAC CCT AAA TTC CCC 
Leu Vai Vai Lys lie Tyr Phe Lys Gly He His Pro Lys ?he Pro 

AAT GGA GGG CAA ATG TCA CAG TAT CTT GAT TCT ATG CCG TTA GGG 
Asr. Giy Giy Glr. Met Ser Glr. Tyr Leu Asp Ser Met Pro Leu uly 

_„ A _-.„ GAC G7G aaa GGT CCA TTA GGT CAC ATT GAA TAC CAA 

Ser Phe Leu As? Vai Lys Giy Pro Leu Giy His He Glu Tyr Glr. 

GGA AAG GGA AAT TTC TTA GTT CAT GGC AAA CAG AAG TTT GCC AAG 2465 
Gly Lys Gly Asr. Phe Leu Vai His Gly Lys Gin Lys Phe Ala .ys 77. 

AAG TTG GCC ATG ATA GCA GGT GGA ACA GGA ATA ACT CCA GTG TAT 2 510 

Its Leu Ala Met He Ala Giy Giy Thr Gly lie Thr Pro Vai Tyr '89 

2555 
804 



2330 
729 

:375 

7 4 4 

2 420 
759 



2600 
S 1 9 

2645 
834 



AAA G~7 7GG 7A7 GTG G77 CAG GAC 7C7 A77 AAA GAA GGA TGG AAG 2 6 90 

t£ Vai Trp Tyr Vai Vai Gin Asp Ser He lys Giu Gly Trp lys 349 

TAC AGC A77 GG7 777 ATT ACA GAA GCC ATT TTG AGA GAA CAT ATC 27 3 5 

Tyr Ser lie Gly Phe He Thr Glu Ala lie leu Arg Giu ri.s _e 

:G GC7 77G GC7 7G7 GGA CGA CCC <- ^= u 

3 ' 



232 



r,^r, """A ""C7 CAC AwA n.^-^ s_ - ^ 

en ;:-o si~. h, s ^= — i eu ^ ai* c ys G i y ?ro ?=o 

A — r M GCT GTT AAT CCA AAC TTG GAG AAG ATG GGC 

Pro Met lie Glr. Phe Ala Vai Asn Pro Asn Leu Glu Lys Met Gly ^ 

F^|Cj3 (3eme planche) 
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TAT GAC ATT AAG GAT TCC TTA TTG GTG TTC T AATTTT AAAAACAAAACAA 23 7 5 

Tyr Asp He Lys Asp Ser Leu Leu Vai ?he 90 4 

T ATCTGCAGG AATAAATTTTTTTTTTCCCCCTATC AGTTGTACAT ATTGT ATTTGGTTT A 2 9 3 5 

TG^CCCCCATGTACTACGTAGTGTTTGTAGTTCTTACATTTTTATTTTTTAGAATTTTTT 2 9 95 

T.AAACCTTAGGATATAAAGGTTTTCTCTTCCAACAAAGTGATTCTTTAGGGAAGAAATGT 3 C 5 5 

AC'_ GT ACTGT ACT AGTATGTCT AAGCCGA-AAGTTGTAATGTTT ACCATGACAAATTGTAT 3*1; 

TC AATTCCTC ATGGAAT AGT AACATTGTGTTC ATGTGTCTTCCTGT AAGCGATCTTCAAA 317 5 

ATATCAATGTATATATATAGTAATTGCAAACCATTGTTCCTTTTCCCGATGTAGTTAACT 32 3 5 

ACTCTTTCTTT AGCTTCT AGTCTCTGGTG AAT ATTTTTTTTTCT ATAACTCTTTAATTAA j>2 9 ; 

T AC GGCC TTAAATAAG AG AAAAGTTTAAAC C AC GAAT AT C ATT AT GC AG ACGT AT AGGT A 3 3 5 5 

ATT A~r\TCT ACTTTTTGAAA_AA-A_A-ATCT ATTTTCTTT ATGTGGTCCTTC A-AA-AT A_AT ATTC j A 1 z 

TAGAlACCTTTTGTATATTCCCTTTTAACTTCTATTTAGTTTT 5 4 5" 
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